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Photosystem  II  (PSII),  which  produces  oxygen  using  light  energy, 
requires  Cl ­  as  a  cofactor.  Cl ­  appears  to  be  difficult  to  remove  from  PSII 
because there always remains residual activity of 25­40%. 
We have tested variations of the dialysis method to deplete PSII of Cl ­ by 






state was examined  in  the presence of Cl ­ , Br ­  and NO3 ­  in  the Cl ­  depleted 
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The  chloroplast  is  the  organelle  of  photosynthesis  in  higher  plants.  (1) 
Chloroplasts provide  the energy and  the reduced carbon  for plant growth. A 
large number of reactions contribute to the overall reaction of photosynthesis
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given  above,  and  these  are  separated  into  the  light  reactions  and  dark 








that  absorbs  solar  radiation  and  initiates  conversion  of  light  energy  into 
chemical  energy.  (2)  It  lies  at  the  center  of  each  photosystem,  which  is  a 
membrane­bound  protein complex. The  reaction center  is  a pigment­protein 
complex,  combining  both  chlorophylls  and other  electron  transfer  cofactors. 
Absorption  of  light  energy  creates  an  excited  state  of  a special  chlorophyll. 
The excited state energy  is  transferred to chemical changes  in molecules  in 









Photosynthesis  of  higher  plants  requires  two  large  protein  complexes 
located in the thylakoid membranes: photosystem I (PS I) and photosystem II 
(PS II). Each photosystem contains a reaction center (P700 in PS I or P680 in 
PS II). Together PS I and PS II catalyze  the light­induced steps  in  oxygenic 
photosynthesis.  PS  I  and  PS  II  both  consist  of  many  hydrophobic  intrinsic 
subunits and a  few extrinsic subunits. PS I contains about 100 chlorophyll a 
























P680*  and  transfers  an  electron  to  pheophytin,  creating  P680+/Pheo­.  This 
process  takes  about  a  few  picoseconds  (4) .  After  that,  the  electron  is 
transferred  from  pheophytin  to  a  bound  plastoquinone molecule  (QA)  within 
200  picoseconds.  Although  plastoquinone  normally  acts  as  a  two­electron 
acceptor,  QA  is  only  a  one­electron  acceptor  at  first.  Then  the  electron  is 
transferred from QA ­  to another plastoquinone molecule QB which is mobile. At 
the manganese cluster, water is oxidized and oxygen is released. Meanwhile, 
the  electrons  from  water  are  passed  to  the  tyrosine  Tyr  Z,  which  reduces 
P680+  to  its  original  state.  The  process  is  repeated  constantly  during  light 






Oxygen  is  produced  at  the  oxygen  evolving  complex  (OEC)  of  PS  II, 



















light  input  and  the  system  returns  to  S0.  The  net  result  of  this cycle  is  the 






The  recent  improvement  of  crystal  quality  has  led  to  the  collection  of 




























by  the psbB and psbC genes. CP47 and CP43 serve  to  transfer  the energy 




The  three  extrinsic  subunits  of  masses  17  kDa,  23  kDa  and  33  kDa, 
which bind on the luminal side of PS II, regulate the access of ions to the Mn 
cluster. 
While  PS  II  from  all  species  contain  the  33  kDa  subunit,  only  higher 
plants have the 17 and 23 kDa subunits. The 33 kDa protein interacts closely 
with the intrinsic subunits of PS II and also plays the most important role of the 
extrinsic subunits.  It appears  to stabilize  the manganese cluster even under 












concentration  optimum  for  oxygen  evolution.  (14,  15) Removal  of  the  17  kDa 
subunit  does  not  have  a  very  large  effect,  only  a  slight  effect  on  the  Cl ­ 
requirement.  The  17  kDa  subunit  did  not  change  the  Cl ­  concentration 
optimum  clearly,  although  it  helped  to  support  oxygen  evolution  at  Cl ­ 
concentrations below 3 mM. (16) 
Oxygen Evolving Complex (OEC) 
Based  on  the  recent  crystal  structure  by Ferreira  and  colleagues,  the 
oxygen  evolving  complex  (OEC)  is  thought  to  be  a  cubane­like  Mn3CaO4 
cluster, with each metal ion having three µ­oxo bridges, and with a fourth Mn 
ion connected by a mono­µ­oxo bridge in the extended region (Figure 5). (6) In 
the model  of  the OEC,  the  metal­to­metal  distances  within  the  cubane­like 
cluster are about 2.7 Å for Mn­Mn and 3.4 Å for Mn­Ca. 
Based  on  the OEC  structure,  Ferreira  and  colleagues  suggested  that 











Siegbahn  and  colleagues  found  by  molecular  modeling  that  a 
prerequisite  for  the  mechanism  of  water  oxidation  is  a  tightly  bound  Ca 2+ 
located close  to a Mn  ion.  (17, 18) They concluded that only one Mn  ion binds 
water substrate during  the S­state cycle and before dioxygen  formation and 
that  this Mn atom  transforms  into a highly  reactive electrophilic  intermediate 
which was hypothesized to be a Mn(IV) or a Mn (IV) oxo. 
The  distances  found  in  the  X­ray  crystallography  structure  of  the  Mn 



























release  rate  of  chloride  from  membranes.  This  similarity  in  binding  and 
dissociation rates showed that  there  is an  intramolecular process controlling 
the  exchange  of  chloride  with  the  surrounding  medium.  There  was  also  a 
strong relationship between the binding of Cl ­ and the presence of the extrinsic 
polypeptides  at  the  PS  II  donor  side.  The  pH­dependence  of  the  Cl ­ 
requirement  was  associated  with  a  pKa  of  7.5.  The  binding  of  Cl ­  was 
prevented by competition from a few other anions, notably Br ­ and NO3 ­ . 
From various research studies, it has been found that several anions can 
support  O2  evolution  with  different  effectiveness,  following  this  decreasing
15 
order: Cl ­ >Br ­ >>NO3 ­ >I ­ . (21) We also regard azide N3 ­  and F ­  as  inhibitors of 
oxygen  evolution  activity.  They  behave  as  competitive  inhibitors  in  Cl ­ 
activation of oxygen evolution. (22) 
Electron Paramagnetic Resonance Studies 





EPR  spectroscopy, which was discovered  by Zavoisky  in  1944,  has  a wide 
range  of  applications  in  chemistry,  physics,  biology,  and  medicine.  It  is 
particularly useful for the study of organic radicals and transition metals such 
as Fe 3+ , Mn 2+ , Cu 2+ and mixed valence metal clusters. 
It  was  first  shown  in 1981  that  the S2  state produces  a multiline EPR 
signal (24) . The S2 state signal is approximately 1900 G wide and has about 19 
main  lines.  It was shown  to  arise  from an antiferromagnetically  coupled Mn 
cluster with total spin S=1/2, probably involving four Mn ions in the Mn(III) and 
Mn(IV) oxidation states. 
Casey and Sauer made one of  the  first  reports of  the g=4.1 signal.  (25) 
After  illumination  at  140  K,  oxygen­evolving  PS  II  preparations  produced  a 
320­G­wide  EPR  signal  centered  near  g=4.1  when  observed  at  10  K.  As
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discovered  by  Casey  and  Sauer  (26) ,  the  g=4.1  signal  is  formed  by  lower 
temperature continuous illumination than is the multiline signal, with a maximal 
yield at 140 K. However in PS II samples warmed to 195 K, the g=4.1 signal 
appears  to  convert  into  the  multiline  signal.  (4)  At  140  K,  the  signal  was 
reduced or suppressed by replacement of Cl ­ with F ­ , but subsequent warming 










intensity.  The  amplitude  was  found  to  oscillate  with  a  period  of  four  with 








Cl ­ ,  azide  and  fluoride  had  similar  effects  on  the  S2  state  EPR  signals, 
suppression of the multiline signal and an increase and narrowing of the g=4.1 
signal. 
Lindberg  and  Andreasson  studied  the  effects  of  Cl ­  on  the  S2  state 













Our  original  objective  was  to  remove  Cl ­  in  the  presence  of  the  two 
extrinsic subunits so that we may have an intact PS II preparation in which Cl ­ 
dependence can be studied. One approach that we took to remove Cl ­ was to 
introduce  a  second  anion  (Br ­ ,  NO3 ­ )  that  might  facilitate  exchange  of  Cl ­ . 
These  treatments  resulted  in  preparations  with  sensitivity  to  higher 
concentrations  of  anions.  Thus  a  second  objective  in  the  project  was  to 
characterize these preparations kinectically. 






samples were washed either 2 or 8  times  and  the Cl ­  dependence of  each 
sample was characterized by kinetic analysis of the oxygen evolution activity. 
Characterization of  the oxygen evolution activity  in PS  II  after Cl ­ 
depletion by dialysis and anion exchange 
Dialysis  against  Cl ­  free  buffer  is  a  treatment  that  has  been  used  in 
previous studies  to  remove Cl ­  from  intact  PS  II.  Even  after  this  treatment, 
samples show significant activity  (30­40%)  in  the absence of Cl ­ . We  tested 
dialysis as a method for removal of Cl ­ , with the introduction of a second anion 
that  might  facilitate  Cl ­  exchange.  The  anions  chosen  (Br ­ ,  NO3 ­ )  are  also 






was  characterized  by  SDS­polyacryl  amide  gel  electrophoresis  (PAGE)  to 
confirm the presence of the extrinsic subunits. 
Measurement  of  the S2  state EPR  signals  of  PS  II  that  were  Cl ­ 
depleted after NO3 ­ pretreatment 














fresh spinach according  to standard methods.  (31)  Spinach was obtained  as 
packaged, triple­washed market spinach  from Harris Teeter. Selected leaves 
(600­800 g total) were ground with buffer containing 350 mM sucrose, 20 mM 









then  centrifuged  for  30  minutes  (JA  20,  20  k  rpm).  The  sample  was 
resuspended in 400 mM sucrose, 20 mM Mes­NaOH, 15 mM NaCl, pH=6.3
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(buffer  IV)  and  centrifuged  for  10  seconds  (JA  20,  10  k  rpm)  to  remove 





Intact PS II was  thawed  in a microfuge tube at  room temperature. The 
sample was suspended in buffer containing 1.5 M NaCl, 0.4 M sucrose and 20 
mM Mes­NaOH, pH=6.3. (14) This was placed on ice for 60 minutes and then 
was  washed  three  times  in  buffer  containing  0.4  M  sucrose,  40  mM 
Mes­NaOH  and  10  mM  CaCl2,  pH=6.3  by  centrifuging  in  an  Eppendorf 
microfuge for 3 minutes at 14 k rpm. The concentration was adjusted to 0.5 mg 
Chlorophyll  per  ml  (mgChl/ml).  The  resulting  PS  II  samples,  which  were 
depleted of the 17 and 23 kDa subunits, were stored in liquid nitrogen. 
O2 evolution assays 
Oxygen  evolution  assays  of  PS  II  samples  were  carried  out  using  a 
Clark­type O2  selective electrode  system  (Yellow  Springs  Instruments  5331 











PS  II  pellets  were  thawed  at  room  temperature  and  the  chlorophyll 
concentration adjusted to ～1.5 mg /ml by adding buffer  (0.4 M sucrose and 
20 mM Mes­NaOH, pH=6.3). The samples were kept on ice until use. Assays 
were  carried  out  in  buffer  (0.4 M sucrose  and  20 mM Mes­NaOH,  pH=6.3) 
containing the specified concentration of NaCl, NaBr or NaNO3.
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1.00  ml  assay  buffer  and  30  µl  PS  II  sample  were  combined  in  the 










13%  gels.  PS  II  samples  were  combined  with  2X  SDS  sample  buffer 
containing  0.1  M  Tris,  pH=7.5,  3%  SDS,  20%  glycerol,  0.10  mg/ml 
bromophenol  blue,  and  incubated  at  37℃  for  20  min.  About  10  μg  of 
chlorophyll were  loaded  onto  each  lane  of  the  gel.  PS  II  samples  included 













PS  II  was  depleted  of  Cl ­  by  dialysis  as  described  by  Lindberg  and 
Andreasson,  (20)  with  the modification that  the PS  II was pretreated with Br ­ , 
NO3 ­ or no anion (as control). The steps for NO3 ­ pretreatment were as follows: 










Activation  of  PS  II  by  anions  (Cl ­ ,  Br ­  or  NO3 ­ )  was  analyzed  using  a 








evolution activity when  [Cl ­ ]  is zero; Vmax  is  the  limiting velocity as substrate 
concentrations  become  very  large;  [Cl ­ ]  is  the  concentration  of  Cl ­  in  the 
buffer;  KM,  which  is  called  the  Michaelis  constant,  is  the  concentration  of 
substrate  that  leads  to  half­maximal  velocity.  In  this  modification,  V0  was 
introduced  to  account  for  residual  activity  that  could  not  be  removed  by 
washing in Cl ­  free buffer. 
Kinetic analysis of Cl ­ depleted PS II 
For  PS  II  that  was  Cl ­  depleted  by  dialysis  (with  and  without  anion 
pretreatment),  activation  curves  were  analyzed  using  the  following 
modification of the Michaelis­Menten equation: 
Vmax X                      V0 
V =                                +  Equation 5 
KM + X + X 2 /KI  1 + X/KI 
where  the  V,  V0,  Vmax  and  KM  are  defined  as  in  Equation  4;  X  is  the 
concentration of added anion; KI  is the dissociation constant of inhibition. 










For  analysis  by EPR  spectroscopy, we  selected  the PS  II  preparation 
that was Cl ­  depleted by dialysis after NO3 ­  pretreatment. The PS II samples 
were thawed at  room temperature and transferred  into  four 40 ml centrifuge 
tubes.  The  samples  were  diluted  with  buffer  (0.4  M  sucrose,  20 mM Mes, 
pH=6.3)  containing  25  mM  NaCl,  NaBr,  NaNO3  or  no  added  anion.  The 
samples were placed on ice for 60 minutes. After that, they were centrifuged 
for 10 minutes (JA20, 13 k rpm) and resuspended  in buffer twice. The PS II 












bath.  EPR  spectra  were  taken  both  before  and  after  illumination.  Signal 




various  samples  had  different  chlorophyll  concentrations,  the  heights  were 
normalized  according  to  concentration  with  the  Cl ­ ­containing  sample 






When  the 17  and  23  kDa  subunits  are  bound  to  PS  II,  they have  the 
effect of  retaining Cl ­  within  the PSII complex and  their presence appears  to 


















Material  and  Methods.  The  residual  concentration  of  Cl ­  in  the  buffer  was 
estimated  to  be  lower  than  100  µM.  The  oxygen  evolution  activity  of  the 
sample  was  measured  in  buffer  containing  different  concentrations  of  Cl ­ 
between 0 and 25.0 mM (Figure 9A). After washing with buffer, PS II samples 
lost  some  activity  probably  because  they  lost  some  Cl ­ .  Oxygen  evolution 
activity was restored by adding the activator anion, Cl ­ . 




Using  Sigma  Plot,  the  data  for  both  experiments  were  fitted  to  the 
modified  Michaelis­Menten  Equation  4,  which  included  a  constant  V0  to 
represent  the  initial velocity of oxygen evolution activity when  [Cl ­ ] was zero 
(Table 1). Using 2 and 8 washings, V0 was found to be 240 and 370 µmoles 
O2hr ­1 mgchl ­1 ,  respectively. Comparing as  a percentage  of  the  total  activity, 
V0/(V0+Vmax), the residual activity was found to be 0.59 and 0.63 for 2 and 8 
washings,  respectively.  This  showed  that  the  washed  PS  II  samples  still 
retained about 60% activity. More than 2 washings did not lower the relative
31 



















2  240 ± 7.4  170 ± 8.5  0.64 ± 0.12  0.59 






respectively.  These  values  of  KM  are  significantly  different,  based  on  the 








In  these  experiments,  we  attempted  to  remove  Cl ­  from  intact  PS  II 
through  the dialysis process. We tested variations of the dialysis method for 
the  removal  of Cl ­  from  intact PS  II,  including no  pretreatment of PS  II  and 
treatment  of  PS  II  with  NO3 ­  or  Br ­  to  exchange  for  Cl ­ .  After  dialysis,  the 










with  Br ­  (Figure  11A­11C),  the  preparation  without  pretreatment  (Figure 
12A­12C), and the preparation that was washed only (Figure 13A­13C). The 





presented  as  relative  values.  In  each  case,  activation  at  low  anion 
concentrations was followed by inhibition at higher anion concentrations. This 
behavior  is  typical  of  inhibition  by  the  substrate  from  a  second  site.  The 
maximum activity was generally observed between 5 and 20 mM added anion. 
The  experimental  error  was  generally  high  because  three  parameters 
(KM, KI and Vmax) were needed to fit the data to Equation 5. There was much 
overlap between the regions where activation and inhibition occurred, so the 
two effects were not well  resolved. This was also  the  reason why Vmax  was 
greater than the observed maximum V. 
In general,  the values of Vmax  for activation by all  anions  for PS  II, Cl ­ 








Values  of  KM  for  all  preparations  were  similar  for  all  three  activating 












higher  in each case. NO3 ­  on  the other hand, showed a relatively low value 
around  60­70 mM  for  each  preparation.  This  indicated  that  NO3 ­  was more 
inhibitory than Cl ­ or Br ­  for each preparation by at least a factor of three. PS II 
depleted of Cl ­ by exchange with NO3 ­ was particularly susceptible to inhibition 













In  the  experiments  using  PS  II  pretreated  with  Br ­ ,  the  total  activity 




This  was  probably  due  to  a  systematic  error,  such  as  in  the  chlorophyll 
concentration. The  relatively high  rates were also promoted by  the use of a 
new light bulb in the illuminator. While systematic error of this type may result 
in values of V0  and Vmax  that are too high,  their  relative values would not be 
affected. The values of KM  and KI  are also not affected by systematic error. 
Therefore it is significant that the ratio of V0/ V0+Vmax  is much lower for the PS 
II  preparation  that  was  Cl ­  depleted  by  Br ­  pretreatment  than  for  any  other 
preparation.  This  indicates  that  Br ­  pretreatment  was  more  successful  in 












V0  Vmax  KM(mM)  KI(mM) 
Cl ­ depleted by NO3 ­ exchange 
Cl ­  65± 6.6  0.17± 0.37  350± 79 
Br ­  55± 7.7  0.23± 0.51  300± 74 
NO 3 ­ 
149 
54± 40  8.4± 9.8  62± 22 
Cl ­ depleted by Br ­ exchange 
Cl ­  720± 63  0.48± 0.36  220± 62 
Br ­  790± 80  0.48± 0.41  170± 47 
NO 3 ­ 
464 
580± 59  1.0± 0.46  75± 12 
Cl ­ depleted by no anion buffer 
Cl ­  110± 17  0.82± 0.71  160± 39 
Br ­  84± 15  1.4± 1.0  150± 34 
NO 3 ­ 
154 
79± 33  2.4± 2.7  59± 18 
Cl ­  removed by 6 times washings 
Cl ­  420± 17  0.79± 0.20  330± 45 
Br ­  360± 23  0.73± 0.31  260± 43 
NO3 ­ 
453 















Cl ­  100%  0.70  0.17  350 
Br ­  86%  0.73  0.23  300 
NO 3 ­  84%  0.73  8.4  62 
Cl ­ depleted by Br ­ exchange 
Cl ­  100%  0.39  0.48  220 
Br ­  109%  0.40  0.48  170 
NO 3 ­  81%  0.44  1.0  75 
Cl ­ depleted by no anion buffer 
Cl ­  100%  0.59  0.82  160 
Br ­  77%  0.65  1.4  150 
NO 3 ­  72%  0.66  2.4  59 
Cl ­  removed by 6 times washings 
Cl ­  100%  0.52  0.79  330 
Br ­  86%  0.56  0.73  260 
NO3 ­  76%  0.59  0.72  61
41 
[Cl ­ ]/mM 






































































































































































































































































































bound,  after dialysis  to  remove Cl ­ ,  SDS­polyacrylamide gel  electrophoresis 
was carried out. The preparation chosen for this analysis was the one that had 
been  pretreated  with  NO3 ­ ,  since  this  showed  the  greatest  effect  on  the 
kinetics  of  activation.  We  were  particularly  concerned  with  confirming  the 
presence of the 17 and 23 kDa subunits, since these are associated with the 
retention of Cl ­  at  the OEC and  they are  the easiest subunits  to  remove.  In 
addition,  the  presence of  the  17 and 23  kDa  subunits  in Cl ­  depleted PS  II 
could help explain why  there was still some activity after dialysis, since  their 
presence may block removal of Cl ­  from PS II. 






SDS­PAGE  as  described  in  Materials  and  Methods  (Figure  14).  It  was 
compared with a molecular weight standard (lane 1) and  two PS  II  samples 
that served as positive and negative controls for comparison. One was intact 
PS II (lane 2) and the other was NaCl­washed PS II (lane 3), from which the 17 
and  23  kDa  subunits  had  been  removed  completely  (A  band  at  24  kDa 
corresponds to an intrinsic membrane subunit). As can be seen in lane 4 the 


















Normally,  the  oxygen  evolution  activity  of  the  sample  with  buffer 
containing NO3 ­  is expected to be greater than that of the sample with no anion, 
but here we obtained the reversed result. This experiment was repeated with 
the same  result. The order of activation of  the  four samples was Cl ­ >Br ­ >no 
anion>NO3 ­ .  The  low  activity  in  the  presence  of  NO3 ­  is  explained  by  the 
almost complete lack of activation by NO3 ­  for this preparation, with inhibition 
dominating,  as  seen  in  Figure  10C.  After  the  addition  of  25  mM  NO3 ­  the 














































difference  spectroscopy  of  the  illuminated  sample  minus  the  dark  adapted 
sample (Figure 16). The multiline signal is present in all spectra except for that 
of  the  NO3 ­  containing  sample  and  it  has  the  highest  intensity  in  the  Cl ­ 
containing  sample.  The  signal  at  g=4.1  is  observed  in  all  four  samples, 
although it has the lowest intensity in the Br ­ containing sample. Signal heights 
were  measured  for  both  signals  and  compared  using  the  percentage  with 
respect to the Cl ­ containing sample as 100%. Since the various samples had 
different  chlorophyll  concentrations  the  heights  were  corrected  for 
concentration, normalizing to the height of the Cl ­ containing sample (Table 4). 
In Table 5, the normalized signal heights are compared with the oxygen 































anion  none  Cl ­  Br ­  NO3 ­ 
concentration    (mgChl/ml)  1.12  0.995  1.26  1.28 
height  7980  12628  11438  ~0 
normalized height*  7083  12628  9068  ~0 
multiline 
signal 
% normalized height  56.1%  100%  71.8%  ~0 
height  18852  17891  10821  22585 
normalized height*  16733  17891  8579  17556 
g=4.1 
signal 











None  56.1%  93.5%  79.4% 
Cl ­  100%  100%  100% 
Br ­  71.8%  47.9%  94.2% 




My  research  goal  was  to  investigate  methods  for  removing  Cl ­ 
completely from PS II and to characterize the effects of the treatments for Cl ­ 
removal. 
The  dialysis  method  did  not  successfully  remove  the  Cl ­  completely 
from PS  II  in any case,  thus  it was not completely effective. The best  result 
was  found for PS II that had been dialyzed after Br ­ pretreatment, which had 
about  40%  residual  activity.  Table  2,  V0/(V0+Vmax)  represents  the  residual 
activity. It can be seen that Cl ­ depletion after Br ­ pretreatment resulted in the 
lowest residual activity, which Cl ­ depletion after NO3 ­ pretreatment resulted in 
the  largest  value,  even  bigger  than  the  treatment  by  no  added  anion.  This 









0  to  25  mM.  Their  results  for  Cl ­  activation  were  similar  to  ours  for  Cl ­ 
concentrations  below  25  mM,  which  was  the  highest  concentration  they 
tested. 
Inhibition  of  PS  II  due  to  a  high  concentration  of  anion  activator  has 
been observed  in previous studies.  In a study of  the dependence of oxygen 
evolution activity on Cl ­  concentration  in untreated, NaCl­treated and (urea + 







inhibitory  effects  at  lower  concentrations  than  Cl ­ .  Ikeuchi  and  coworkers 







1.5 mM, KI  = 8.8 mM.  They  found  that  I ­  could work  as  an activator at  low 
concentrations and also as an inhibitor at high concentrations. (34) 
In addition to the least effective method to remove Cl ­  from PS II, (with 









(with  the  lowest  V0/(V0+Vmax)  value),  PS  II  that  was  Cl ­  depleted  after  Br ­ 
pretreatment was the most active preparation. It showed the largest Vmax value 
(even given possible systematic error) for all activating anions and the highest 
overall  oxygen  evolution  activity,  which  indicates  that  it  was  the  healthiest 






the  S2  state multiline  EPR  signal  corresponded  to  the measurement  of  the 
oxygen  evolution  activity  whereas  the  g=4.1  signal  did  not.  The  order  of 
multinline signal heights matched  the order of activity  in  the presence of 25 
mM anion added: Cl ­ >Br ­ >no anion>NO3 ­ . Both  the O2  evolution activity and 
EPR multiline signal intensity in the presence of 25 mM NO3 ­ were lower than 







activity  (30) ,  the depletion Cl ­  resulted  in a shift  in signal  intensity  toward  the 
g=4.1 signal at the expense of the multiline signal. The original distribution of 
the EPR signals was immediately restored after the addition of Cl ­ or Br ­  to the 
depleted  PS  II  samples.  This  result  is  similar  to  ours,  although  we  did  not 
observe an increase in the g=4.1 signal. 
Ono and coworkers also carried out an EPR study of PS II membranes 
in which Cl ­  had been  replaced by other anions.  (35)  They  found  that  the S2 
state  multiline  signal  was  induced  in  Cl ­  containing  membranes  and 
Br ­ ­substituted membranes, but its amplitude was decreased to less than 10%
64 
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